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Summary
To investigate factors affecting methane fermentation of wastewater discharged from bio-diesel manufacturing 
(BDF wastewater), the mixtures of BDF wastewater, mineral solution and microbial inoculum were incubated at 30
˚C under anaerobic condition. Anaerobic digester sludge of cattle waste, anaerobic digester sludge of municipal 
sewage sludge and paddy field soil were used as microbial inocula. Subculture of the mixtures under the various 
concentration of BDF wastewater revealed that stable methane production from the mixture could be achieved 
when the concentration of BDF wastewater in the mixture was ≤ 1% (v/v) and cattle waste sludge was the best 
inoculum. The lack of mineral solution caused a marked decrease in methane production. The addition of KH2PO4 
and CuCl2 was essential to stabilize methane production. PCR-DGGE analysis based on 16S rDNA sequence 
showed that bacterial populations related to Trichococcus flocculiformis dominated in the incubation mixture.
Key words：methane fermentation, BDF wastewater, microbial inoculum, mineral salts, substrate concentration
緒　　言
　バイオディーゼル燃料（BDF）は，植物油あるいは
動物油脂などから生産される脂肪酸メチルエステルある
いは脂肪酸エチルエステルと定義され，軽油代替燃料と
してディーゼルエンジンや加温システムの燃料として使
われている（Chowdury and Fouky, 1993; Eggersdorfer 
et al., 1992）。BDFは，循環型社会の形成において注目
されている再生可能なバイオマス燃料の一つであり，そ
の生産量は世界中で飛躍的に増大すると見込まれている。
日本でも廃食用油を利用したBDF生産が盛んに行われ
るようになってきている。その一方で，BDF製造の過
程では，副生産物として，粗製グリセリンや，石鹸分を
主成分とする粗BDF洗浄廃水が大量に生成することから，
これらの効率的な廃棄処分や新たな用途の開発が緊急の
課題となっている（Vicente et al., 2004; Dharmadi et 
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al., 2006; Du et al., 2003; 加 藤 ら , 2008; Kolesárová et 
al., 2011）。粗製グリセリンについては，グリセリンを
精製して化粧品等に利用する他，新たな用途として，微
生物を用いた 1,3- プロパンジオールの生産（Biebl et 
al., 1992; Günzel et al., 1991; Homann et al., 1990; 
Petitdemange et al., 1995）や水素・エタノールの生産（Ito 
et al., 2005），さらにはメタン発酵への利用（Kolesárová 
et al., 2011）等について研究が行われてきている。特に，
メタン発酵への利用は，粗製グリセリンの精製処理が必
要なく，また，エネルギーとして利用可能なメタンを回
収できるといった利点があることから，近年，活発に研
究されるようになってきた（Kolesárová et al., 2011; 
Yang et al., 2008）。一方， 粗 BDF 洗浄廃水は，わずか
に洗剤としての用途があるだけで，他の用途については
ほ と ん ど 検 討 さ れ て き て い な い（Kolesárová et al., 
2011）。
　メタン発酵は，中間代謝物である有機酸の蓄積による
pH低下などにより，しばしば不安定化することが知ら
れている。安定した発酵系を構築するためには，処理廃
水の特性に応じた微生物群の構築や発酵条件の詳細な検
討が必要であるが（加来ら, 2010），粗製グリセリンの
メタン発酵処理については，微生物接種源や無機栄養素
の影響といった基本的なことについてもまだ不明な点が
多く，粗BDF洗浄廃水については，メタン発酵処理に
関する研究がほとんど行われていないのが現状である
（Kolesárová et al., 2011）。
　本研究では，BDF製造の際に生じる粗製グリセリン
と粗BDF洗浄廃水の混合液（BDF製造廃水）のメタン
発酵の安定化に有用な情報を得ることを目的として，微
生物接種源の違い，無機塩類添加の有無および基質とし
てのBDF製造廃水の濃度がメタン発酵の安定性に与え
る影響について検討した。
材料および方法
１．BDF製造廃水
　BDF製造廃水として，粗製グリセリンと粗BDF洗浄
廃水を1：1で混合したものを用いた。粗製グリセリン
と粗BDF洗浄廃水は，廃食用油とメタノールのメチル
エステル化反応によりBDFを生産している施設から得
られた。アルカリ触媒には水酸化ナトリウムが使用され
た。BDF 製造廃水の pH は 10.4 で，化学的酸素要求量
（COD）は約750 g/Lだった。
２．微生物接種源
　微生物接種源として，別海資源循環施設（北海道別海
町）にある乳牛の糞尿を処理しているメタン発酵槽（30
〜35℃保温）から採取した汚泥（以下，牛舎廃水汚泥），
鶴岡市浄化センター（山形県鶴岡市）の都市下水汚泥嫌
気消化槽（30℃保温）から採取した汚泥（以下，都市下
水汚泥），および山形県農業総合センター農業生産技術
試験場庄内支場の稲わら施用区から採取した水田土壌を
使用した。牛舎廃水汚泥と水田土壌はピペットでの取り
扱いが難しかったため，嫌気的滅菌水（蒸留水に窒素ガ
スを通気して酸素を追い出してからオートクレーブ滅菌
したもの）と体積比で1：1の割合で混合し，N2 ガス下
でワールングブレンダー（NIHONSEIKIKAISHA LTD. 
AM-3 HOMOGENIZER）を用いて氷冷しながら10,000 
rpmで10分間破砕してスラリー状にしたものを接種源
として用いた。
３．BDFの嫌気処理培養と継代
　培養および植え継ぎのための操作は，O2除去N2ガス下
で嫌気的に行った。加圧培養試験管（18 mm × 180 mm）
に，微生物接種源8 mlを分注した。これに2 mlの嫌気的
無機塩類溶液（Table 1）を加えてから，さらにBDF製
造廃水を最終濃度0.1% （v/v） になるように加えた。直
Table 1 Anaerobic mineral solution (per L)
NH4Cl
KH2PO4
MgCl2・6H2O
CaCl2・2H2O
Na2SeO3
Na2WO4・H2O
FeCl2・4H2O
CoCl2・6H2O
MnCl2・4H2O
2.68 g
0.68 g
1.02 g
735 mg
0.0085 mg
0.0165 mg
6.35 mg
0.65 mg
0.99 mg
ZnCl2
H3BO3
NiCl2
AlCl3
NaMoO4・2H2O
CuCl2
NaS・9H2O
Gas Phase
0.68 mg
0.031 mg
0.065 mg
0.0665 mg
0.211 mg
0.0065 mg
1.8 g
N2
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ちにブチルゴム中栓とスクリューキャップで試験管を封
じて，30℃で30日間保温することで，BDF製造廃水の嫌
気処理培養を開始した。培養の継代は，培養液8 mlを別
の加圧培養試験管に移し，これに嫌気的無機塩類2 mlを
加え，さらにBDF製造廃水を最終濃度0.1% （v/v）にな
るように加えて30℃で保温することで行った。メタン生
成量に対する基質濃度の影響を調べるため，上述の条件
で継代した6代目の培養を接種源として，BDF製造廃水
濃度0.1% （v/v），1% （v/v）および5% （v/v）の条件で
新たに継代培養を開始し，メタン生成量，揮発性脂肪酸
濃度およびpHを比較した。実験は3連で行った。
４．メタン生成への無機塩類の影響
　無機塩類の有無がメタン生成に与える影響を調べるた
めに，各無機塩類を一つずつ抜いた嫌気的無機塩類溶液
を用いて嫌気処理培養を行った。無機塩類の持ち込みを
減らすため，汚泥440 mlを遠心分離（10,000 rpm, 4℃ , 
10 min）して上清を捨て，得られた沈殿を200 mlの嫌
気的滅菌水で懸濁してから再び遠心分離し，上清を捨て
ることにより洗浄した。洗浄した沈殿を嫌気的滅菌水で
再懸濁して440 mlとしたものを微生物接種源として用
いた。また，培養の継代の際にも，培養液10 mlを遠心
分離して上清を捨て，得られた沈殿を嫌気的滅菌水で懸
濁して10 mlとしたものを微生物接種源とした。培養は，
微生物接種源8 mlを無機塩類溶液2 mlと混合し，BDF
廃水を1% （v/v）になるように加えてから30℃で嫌気的
に保温することで行った。無機塩類無添加のコントロー
ルには，嫌気的無機塩類溶液の代わりに嫌気的滅菌水を
添加した。いずれの培養とも3連で行った。一連の操作
はO2除去N2ガス気流下で嫌気的に行った。
５．培養液中の細菌群集構造の解析
　培養液中の細菌群集構造解析は，16S rRNA 遺伝子
V3領域の塩基配列に基づいた変性剤濃度勾配ゲル電気
泳動解析（PCR-DGGE解析）により行った。培養液試
料からの核酸の抽出は，UltraClean™ Soil DNA Kit （MO 
BIO Laboratories）を用いて培養液 1 ml から行った。
PCRは，細菌特異的プライマーセットであるB341f GC 
（5’- CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG 
GGG GCA CGG GGG GCC TAC GGG AGG CAG CAG 
-3’, 下 線 部 は GC ク ラ ン プ）と 534r（5’- ATT ACC 
GCG GCT GCT GG -3’）（Muyzer et al., 1993）を用い
て行った。PCR 反応液（50 µl）は，1.25 U Taq DNA
ポリメラーゼ（AmpliTaq Gold; Applied Biosystems），
15 mM Tris-HCl（pH 8.0），50 mM KCl，1.5 mM 
MgCl2，200 µMの各dNTP，0.25 µMの各プライマー，
そして3.5〜30 ngの鋳型DNAを含んだ。PCRの温度サ
イクルは以下の通り：94℃で10分間の初期変性，94℃
で 1 分間，55℃で 1 分間，72℃で 1 分間の 30 サイクル，
そして72℃で10分間の最終伸長。PCR産物はアガロー
スゲル電気泳動により確認した。DGGE は，DCode 
system （Bio-Rad）を使用して，30〜70%の変性剤の勾
配（100%の変性剤は7 M尿素と40%［v/v］ホルムアミ
ドを含む）をかけた10%ポリアクリルアミドゲルを用い，
200V の電圧と 58℃の保温温度で 4 時間泳動を行った。
泳動後，ゲルをSYBR Gold I （FMC Bioproducts）で30
分間染色した。UV 画像撮影装置 FAS III （TOYOBO）
でDNAバンドを視覚化した。DNAバンドを切り出し，
以前記述したようにDNA塩基配列を決定した（Watanabe 
et al., 2000）。16S rRNA遺伝子のデータベース検索は，
BLAST プ ロ グ ラ ム（Karlin and Altschul, 1990）と
GenBank/EMBL/DDBJデータベースを用いて行った。
６．分析法
　培養試験管の気相中のメタン濃度は熱伝導度検出器を
備えたガスクロマトグラフ（Hitachi 163）で測定し，培
養液1 L当たりのメタン生成量を算出した（Ueki et al., 
1991）。培養液中の揮発性脂肪酸の濃度は，炎イオン化
検出器を備えたガスクロマトグラフ（Hitachi G-3900）
で測定した（Nakamoto et al., 1996; Ueki et al., 1991）。
培養液のpHは，pHメーター（Horiba pH meter F-22）
で測定した。
７．塩基配列データベースのアクセッション番号
　本研究で報告された塩基配列は，アクセッション番号
AB690828 および AB690829 で GenBank/EMBL/DDBJ
データベースに登録された。
結果および考察
１．メタン生成に対する微生物接種源とBDF製造廃水
濃度の影響
　牛舎廃水汚泥，都市下水汚泥または水田土壌を微生物
接種源として使用して，0.1%のBDF廃水濃度で継代培
養を行ったところ，微生物接種源の違いに関わらず，概
ね15 mmol/L以上のメタンが安定して生成される培養
系を確立することができた。いずれの培養系においても，
継代6代目までの間に揮発性脂肪酸の蓄積は認められな
バイオディーゼル燃料製造廃水のメタン発酵 ─  加来・及川・鈴木・太田・上木・上木・渡辺
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かった（データは示さず）。BDF製造廃水のメタン発酵
処理に対する微生物接種源と基質（BDF製造廃水）濃
度の影響を明らかにするために，この継代6代目の各培
養を接種源として，BDF廃水濃度0.1%，1%および5%
の条件で新たに継代培養を開始した。このときのメタン
生成量の変化をFig. 1に示した。また，各培養終了時に
おける揮発性脂肪酸蓄積量とpHをFig. 2に示した。
　牛舎廃水汚泥由来の培養を接種源とした場合（Fig. 
1AおよびFig. 2A），BDF製造廃水0.1% （v/v）および
1% （v/v）の条件で安定したメタン生成が維持され，そ
れぞれ概ね10 mmol/Lおよび100 mmol/L以上のメタン
が各継代培養で生成された（Fig. 1A）。また，いずれの
継代培養においても揮発性脂肪酸はほとんど検出されず，
pH も 概 ね 7.5 以 上 が 維 持 さ れ た（Fig. 2A）。一 方，
BDF製造廃水5% （v/v）の条件では，継代1代目から3
代目を通して，40 mM以上の酢酸と20 mM程度のプロ
ピオン酸が蓄積し，pHも5.5以下と低く推移した（Fig. 
2A）。このため，メタンはほとんど生成されなかった。
Fig. 1  Effect of BDF wastewater concentration on methane production in the anaerobic subcultures derived 
from different inocula.
A, Anaerobic sludge from methanogenic reactor treating cattle waste; B, Anaerobic sludge from 
methanogenic reactor treating municipal sewage sludge; C, paddy field soil. Upper graph, 0.1% (v/v); 
middle graph, 1% (v/v); lower graph, 5% (v/v). Values are the means of triplicate determination. 
Fig. 2  Effect of BDF wastewater concentration on volatile fatty acid accumulation and pH status in the anaerobic 
subcultures derived from different inocula.
A, Anaerobic sludge from methanogenic reactor treating cattle waste; B, Anaerobic sludge from 
methanogenic reactor treating municipal sewage sludge; C, paddy field soil. Upper graph, 0.1% (v/v); 
middle graph, 1% (v/v); lower graph, 5% (v/v). Open circle, acetate; open triangle, propionate; filled 
square, pH. Values are the means of triplicate determination.
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　都市下水汚泥由来の培養を接種源とした場合（Fig. 
1B および Fig. 2B），BDF 製造廃水 0.1% （v/v）の条件
では牛舎廃水汚泥由来の系と同様に安定してメタン生成
が進行した。BDF 製造廃水 1% （v/v）の条件では，継
代2代目で80 mmol/Lのメタンが生成され，3代目でも
ほぼ同じレベルでメタンが生成されたが，継代3代目以
降はプロピオン酸が蓄積されるようになり，それに伴い
pHが低下して，メタン生成量も40 mmol/L以下にまで
低下した。この時，酢酸の蓄積はほとんど観察されなかっ
たが，これはメタン生成が完全には阻害されず，メタン
生成古細菌による酢酸分解が進行したためと推察された。
BDF廃水5%の条件では，酢酸およびプロピオン酸が，
それぞれ40〜70 mMおよび30 mM程度蓄積してpHが
5にまで低下し，継代2代目までにメタンがほぼ完全に
生成されなくなった。
　水田土壌由来の培養を接種源とした場合（Fig. 1Cお
よびFig. 2C）は，BDF製造廃水0.1% （v/v）の条件で
は比較的安定してメタン生成が進行したものの，BDF
製造廃水1% （v/v）および5% （v/v）の条件では揮発性
脂肪酸が蓄積してメタンが生成されなくなった。
　以上の結果から，牛舎廃水を接種源として培養系を確
立した時に最も安定してメタン生成が進行し，BDF製
造廃水の濃度は1%以下が適切であることが分かった。
BDF製造時に生じる廃棄物のメタン発酵処理について
の研究は，これまで主として粗製グリセリンまたはグリ
セリンを用いて試験されてきている（Kolesárová et al., 
2011）。徳本ら（2008）は，微生物源として下水余剰汚
泥を用いて，基質としてグリセリンを0.2% （v/v）およ
び4% （v/v）になるように添加してメタン発酵試験を行
い，0.2% （v/v）ではメタン生成が進行する一方で，4% 
（v/v）ではメタン生成が抑制されることを報告した。
本研究では，粗製グリセリンと粗BDF洗浄廃水の混合
液を基質として用いたが，この場合でも徳本らとほぼ同
じ基質濃度でメタン生成の抑制が起こるこが分かった。
　なお，最も大量のメタンが安定して生成された，牛舎
廃水由来の BDF 製造廃水 1% （v/v）の系については，
継代8代目以降も植え継ぎを行い，継代20代目まで培養
を行ったが，その間も基本的に 100〜130 mmol/L のメ
タン生成が維持され，COD除去率は75%以上だった（デー
タは示さず）。一般に，牛舎廃水のような畜産廃水は下
水汚泥や水田土壌と比べて窒素含量が高く，メタン発酵
処理の間にアンモニアが生じるため，pHが低下しにく
いことが知られている（Ueki et al., 1991）。継代培養初
期においては，微生物群集も新しい環境に順応しておら
ず，メタン発酵は不安定になりがちであるが，牛舎廃水
の系では，牛舎廃水の持ち込みがかなりあるためにpH
緩衝能が働き，安定したメタン生成が進行したのではな
いかと推察される。
２．メタン生成への無機塩類の影響
　無機塩類の有無がメタン生成に与える影響を調べるた
めに，各無機塩類を一つずつ抜いた嫌気的無機塩類溶液
を用いて嫌気処理培養を行い，全ての無機塩類を含んだ
ポジティブコントロールおよび全ての無機塩類を含まな
いネガティブコントロールにおけるメタン生成と比較し
た（Fig. 3）。
　ポジティブコントロールでは，継代 5 代目でも 106 
mmol/Lのメタンが生成されたが，ネガティブコントロー
ルでは，継代3代目でメタンが生成されなくなった。こ
のことは，嫌気的無機塩類溶液に含まれる無機塩類の少
なくともいずれかの添加がBDF製造廃水のメタン発酵に
必須であることを示唆しているものと思われた。無機塩
類を一つずつ抜いた各継代培養のほとんどでは，継代5
代目でも100 mmol/L以上のメタン生成量が維持されて
いたが，KH2PO4およびCuCl2を抜いた培養では継代の間
にメタン生成量が低下していき，5 代目でそれぞれ 42 
mmol/L および 43 mmol/L となった。この結果から，
KH2PO4 とCuCl2 の添加は，安定したBDF製造廃水のメ
タン発酵処理を実現する上で非常に重要であることが明
らかになった。Thompson and He（2006）は，粗製グリ
セリンがK （0〜217 ppm），P （12〜37 ppm），S （14〜128 
ppm），Na （1.06〜1.40%），C （24〜37%），N （0.04〜
0.12%）といった元素を含むことを報告しているが，本
研究の結果は，BDF製造廃水を安定的にメタン発酵処理
するためには，もともとBDF製造廃水に含まれている無
機塩類では不十分で，一部の無機塩類を外部から添加す
る必要があることを示していた。近年，都市ごみ，下水
汚泥，生ごみなどに粗製グリセリンを混合してメタン発
酵に供する試みが行われてきており，中村ら（2008）は，
メタン発酵を問題なく進めるために，生ごみとグリセリ
ン廃液を混合して投入することが効果的であることを報
告している。また，FountoulakisとManios（2009）は都
市ごみを，Fountoulakis et al.（2010）は下水汚泥を，そ
れぞれ粗製グリセリンと混ぜてメタン発酵に供すること
により，メタン生成が促進されることを報告している。
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都市ごみあるいは下水汚泥には，生物にとって必要な無
機塩類等が含まれていることから，BDF製造廃水とこれ
らの廃棄物との混合は，BDF製造廃水に不足している栄
養素を補うための手段としては有効な手段の一つである
と思われる。
３．培養液中の細菌群集構造の解析
　牛舎廃水汚泥と，これを微生物接種源として用い，
BDF製造廃水1% （v/v）の条件で行った継代培養の9代
目と 16 代目の培養液から DNA を抽出して細菌の 16S 
rRNA遺伝子を標的としたPCR-DGGE解析を行い，微
生物接種源として使用した牛舎廃水汚泥で得られるバン
ドパターンと比較した（Fig. 4）。牛舎廃水汚泥では20
本前後の目視可能なバンドが認められたが，継代培養の
9代目と16代目では6本前後にまで減少し，継代培養で
は牛舎廃水汚泥よりも細菌の多様性が低下していた。ま
た，継代9代目と16代目ではバンドパターンが異なって
おり，継代9代目でもまだ細菌群集構造が安定しておらず，
その後に群集構造が変化したことを示していた。
　継代9代目と16代目でそれぞれ最も濃く現れたバンド
であるバンドAとバンドBを切り出して塩基配列決定し，
データベース検索を行なったところ，それぞれ99%およ
び 100%の類似性値で Trichococcus flocculiformis DSM 
2094T（AJ306611）に関係づけられ，さらに，いずれも
99%の類似性値でTrichococcus sp. ES5株（HM773034）
Fig. 3  Effects of minerals on methane production from BDF wastewater.
Changes in methane production during subculture supplemented with mineral solution lacking of one mineral were 
compared with controls. Control (+), All minerals were supplemented; control (-), all minerals were not supplemented. 
Values are the means of triplicate determination. Error bars indicate the standard deviation.
Fig. 4  PCR-DGGE band patterns obtained from anaerobic sludge sample from 
methanogenic reactor treating cattle waste and subcultures inoculated with the 
sludge sample.
Lane: 1, 9th subculture; 2, 16th subculture; 3, anaerobic sludge sample from 
methanogenic ractor treating cattle waste. Ten percent (w/v) polyacrylamide 
gel with a denaturant gradient from 30% to 60% was used for analyzing 
fragments amplified using B341fGC/534r, and electrophoresis was run for 3.5 
h at 200 V. Bands marked with ellipses were excised, sequenced and subjected 
to BLAST searches against the GenBank/EMBL/DDBJ databases.
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に関係づけられた。T. flocculiformis DSM 2094Tはグリ
セリン利用能を持っていないが，Trichococcus sp. ES5
株はグリセリンを唯一のエネルギー源および炭素源とし
て用いたメタン発酵系からGelder et al.（2011）によって
分離された菌株で，グリセリン利用能をもっている。本
研究で検出されたバンドAおよびBに対応する細菌は，
グリセリンを主要な基質として含む継代培養中で最も優
占的な固体群であることから，グリセリン資化細菌とし
て機能しているものと推察された。
　BDF製造廃水のメタン発酵を安定化させる制御技術
を開発する上で，発酵系にどのような微生物が存在して
いるかを知ることは重要であるが，微生物群集構造解析
を 行 っ た 例 は ま だ 少 な い（Homann et al., 1990; 
Kolesárová et al., 2011）。今後，さらに詳細に解析を行っ
て知見を蓄積していく必要があると思われる。
ま  と  め
１） BDF製造廃水の30℃でのメタン発酵は，BDF廃水
濃度が 1%（v/v）以下で，微生物接種源として家
畜排泄物処理メタン発酵槽の汚泥を使用した場合に
最も安定して進行した。この条件で 75%以上の
COD除去率を達成することができた。
２） BDF製造廃水を安定してメタン発酵処理するため
には，無機塩類の添加が必要であり，特にKH2PO4
とCuCl2の添加は必須であることが明らかになった。
生物にとって必要な無機塩類等を含む他の廃棄物と
BDF製造廃水の混合は，BDF製造廃水に不足して
いる栄養素を補うための手段として有効な手段の一
つであると思われた。
３） 16S rRNA 遺伝子 V3 領域の塩基配列に基づいた
PCR-DGGE解析の結果，家畜排泄物処理メタン発
酵槽の汚泥を微生物接種源として使用したメタン発
酵系では，Trichococcus flocculiformis に関係した
細菌固体群が優占していたことが明らかになり，そ
れらの細菌固体群がグリセリン資化細菌として機能
している可能性が示唆された。BDF製造廃水のメ
タン発酵を安定化させる制御技術を開発する上で，
発酵系にどのような微生物が存在しているかを知る
ことは重要であり，今後，さらに詳細に解析を行っ
て知見を蓄積していく必要があると思われた。
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